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RESUMO - Os mecanismos de tolerância ao Al propostos na literatura podem ser classi-
ficados em mecanismos de exclusão e mecanismos de tolerância interna. Os mecanismos
de exclusão previnem o Al de atravessar a membrana plasmática e penetrar no simplasto.
Os mecanismos de tolerância interna imobilizam, compartimentalizam ou detoxificam o
Al que penetrou no simplasto. Tem sido sugerido que compostos fenólicos atuam em am-
bos os mecanismos, devido à sua capacidade de complexar metais como o alumínio e
também por agirem como um forte antioxidante em resposta a estresses abióticos. O obje-
tivo deste trabalho foi identificar diferenças no teor de ácidos fenólicos solúveis totais e de
ácidos fenólicos (ácido ferúlico, 5-5‘diferúlico e para-cumárico), ligados à parede celular
de raízes de milho entre linhagens contrastantes quanto à tolerância ao alumínio, Cateto
237 (tolerante) e L53 (sensível), quando expostos à toxidez desse elemento. As plântulas
foram cultivadas em solução nutritiva completa, na ausência (período de 0 h) e na presença
de Al (AlK(SO4)2), na atividade de 39 µM (períodos de 12, 24, 48 e 72 h). Fenólicos solúveis
totais foram analisados pelo método Azul da Prússia, enquanto os fenólicos liberados da
parede celular foram analisados através de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência. Os
resultados obtidos sugerem que os fenólicos possam ter participação nos mecanismos de
tolerância ao alumínio em milho, considerando-se que a linhagem Cateto 237-tolerante foi
capaz de manter a concentração de fenólicos solúveis totais e aumentou as concentrações
dos ácidos p-cumárico, ferúlico e 5-5‘diferúlico, na parede celular, sob toxidez de Al.
Palavras-chave: Zea mays L., parede celular, ácido ferúlico, 5-5‘diferúlico, p-cumárico,
fenólicos solúveis totais.
PHENOLICS CONTENTS IN MAIZE ROOTS UNDER ALUMINUM TOXICITY
ABSTRACT - Aluminum (Al) tolerance mechanisms proposed in the literature can be
classified as exclusion and internal tolerance mechanisms. Exclusion mechanisms prevent
the Al from crossing the plasma membrane and penetrating the simplast. Internal tolerance
mechanisms immobilize, compartmentalize or detoxify Al that penetrates the simplast.
It has been suggested that phenolic compounds act in both mechanisms, due to its capacity
to chelate metals as Al and to act as a strong antioxidant in response to abiotic stresses.
The objective of this work was to identify differences in the content of total soluble
phenolics and phenolic acids (ferulic acid, 5-5‘diferulic and para-cumaric), bounded to
the cell wall of maize roots between inbred lines contrasting in their tolerance to Al,
Cateto 237 (tolerant) and L53 (sensitive), when exposed to Al toxicity. Seedlings were
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cultivated in nutrient solution in the absence (0 h period) and presence of Al (AlK(SO4)2)
39 µM activity (12, 24, 48 and 72 h period). Total soluble phenolics were analyzed by
the Prussian Blue method, and phenolic acids bounded to cell wall were analyzed by
High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Results obtained suggested that
phenolics may participate in Al tolerance mechanisms, considering that the tolerant inbred
line Cateto 237 was capable of maintaining total soluble phenolics concentration, and
increased the concentration of ferulic, 5-5‘diferúlic and p-cumáric acids under Al toxicity.
Key words: Zea mays L., cell wall, ferulic acid, 5-5‘diferulic acid, p-cumaric acid, total
soluble phenolics
O Brasil encontra-se entre os três primei-
ros produtores mundiais de milho, com uma pro-
dução de 47 milhões de toneladas, na safra de
2002/2003 (CONAB, 2004). A maior parte des-
sa produção concentra-se nas regiões Sul, Sudeste
e Centro-oeste, correspondendo a 93% do total
produzido no país (IBGE, 2002). Nas décadas de
80 e 90, a produtividade agrícola, principalmen-
te de milho e soja, sofreu um forte impulso, com
a incorporação da fronteira agrícola nas áreas dos
Cerrados. Essa região representa 20% do territó-
rio nacional (Lopes, 1987), estando a maior par-
te dela localizada na área central. Atualmente,
apenas 12 milhões de ha são agricultáveis e des-
tes, 3,5 milhões são cultivados com o milho. No
entanto, essa porcentagem é considerada baixa,
pois cerca de 112 milhões de ha são adequados
para a prática da agricultura auto-sustentável
(Gama et al., 1996).
Os solos dos Cerrados geralmente apre-
sentam elevada acidez, toxidez de alumínio (Al),
baixa capacidade de suprimentos de N, Ca e Mg,
além de elevada capacidade de retenção do fós-
foro (P), em formas pouco acessíveis à planta
(Novais & Smith, 1999), limitando o seu cresci-
mento e, conseqüentemente, reduzindo a produ-
tividade. Portanto, nesse tipo de solo, com pH
ácido, o alumínio está presente em formas tóxi-
cas, prejudicando a planta como um todo
(Kochian, 1995). Estudos recentes têm demons-
trado que o sítio primário de indução da inibição
do crescimento das plantas causada pelo alumí-
nio está localizado no ápice radicular. Também
tem sido observado que diversos tipos de
fenólicos, como os flavonóides, possuem forte
capacidade para ligarem-se a íons alumínio, mes-
mo sob condições de acidez (Tam & Mc Coll,
1990) e que sua exsudação pelo ápice das raízes
pode realmente representar parte de um meca-
nismo de tolerância a esse elemento (Al.).
Wagatsuma et al. (2001) observaram uma me-
lhora no crescimento de plantas em meio con-
tendo Al, em pH 4,8, quando diferentes compos-
tos fenólicos foram adicionados ao meio. Kidd
et al. (2001), trabalhando com um genótipo de
milho tolerante ao alumínio, observaram que a
exsudação de catechol e flavonóides (catechina
e quercetina) aumentou com a concentração ex-
terna de alumínio, demostrando que esses com-
postos podem estar envolvidos no processo de
tolerância ao alumínio. Os ácidos fenólicos têm
sido encontrados como componentes da parede
celular de várias monocotiledôneas (Harris &
Harley, 1976; Shibuya, 1984) e também em al-
gumas dicotiledôneas (Fry, 1989). Esses compos-
tos são classificados como metabólitos secundá-
rios e estão amplamente distribuídos nas plantas
(Rao, 1990). Podem ocorrer na forma livre, como
ésteres (Ribercan-Gayon, 1972; Krygier et al.,
1982; Sosulski et al., 1982), ou como formas in-
solúveis, ligados aos carboidratos da parede ce-
lular. A acumulação de fenólicos durante a for-
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mação da parede celular leva a uma diminuição
da extensibilidade e ao aumento da rigidez me-
cânica (Kamisaka et al., 1990; Tan et al., 1991,
1992), podendo estar relacionado com a inibição
do crescimento das plantas. Esses dados suge-
rem a importância de se caracterizar os ácidos
fenólicos exsudados pelo ápice de raízes de mi-
lho, podendo representar num mecanismo de de-
fesa contra a toxidez ao alumínio.
Este trabalho teve como objetivo verifi-
car, em linhagens contrastantes quanto à tolerân-
cia ao Al, o teor de ácidos fenólicos solúveis to-
tais e de ácidos fenólicos ligados à parede celu-
lar de raízes de milho, quando expostos à toxidez
desse elemento.
Material e Métodos
Para a realização do experimento, foram
utilizadas duas linhagens de milho provenientes
do programa de melhoramento da Embrapa Mi-
lho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG, previamente
caracterizadas quanto à tolerância ao Al: Cateto
237 - tolerante e L53 – sensível (Alves et al., 2001).
As sementes foram desinfetadas por 10
min, em hipoclorito de sódio a 0,5%, imediata-
mente lavadas em água destilada e colocadas para
germinar em papel de germinação umedecido.
Quatro dias após a germinação, as plântulas fo-
ram selecionadas e transplantadas para bandejas
contendo solução nutritiva completa (Magnavaca,
1982), pH 4,2, sob aeração constante, onde per-
maneceram por 24 h. Após esse período, as
plântulas foram expostas à mesma solução nutri-
tiva completa, na ausência (período de 0 h) e na
presença de Al (AlK(SO4)2), na atividade de 39
µM (período de 12, 24, 48 e 72 h). A experi-
mentação foi conduzida em câmara de crescimen-
to, com temperatura diurna de 27 ºC e noturna de
20 ºC, luminosidade de 540 mmol m-2 s-1 , umida-
de relativa de 70% e fotoperíodo de 12 h. Após
exposição aos tratamentos, o primeiro centímetro
do ápice da raiz seminal de cada plântula foi cole-
tado, lavado em água destilada, acondicionado em
papel alumínio, imerso em nitrogênio líquido e
armazenado a –80 º C, para posteriores análises.
O delineamento experimental adotado foi
inteiramente casualizado (DIC), com quatro re-
petições, composto por duas linhagens, uma dose
de Al e cinco períodos de exposição ao Al.
Para a extração e a quantificação dos áci-
dos fenólicos da parede celular, foram utilizados
150 mg de ápices por tratamento e por repetição,
de acordo com o protocolo descrito por Souza et
al. (2002). Toda a parede celular obtida foi utili-
zada no processo para liberação dos ácidos, os
quais foram ressuspendidos em 300 uL de metanol
(50%). A quantificação dos ácidos ferúlico, 5-
5‘diferúlico e cumárico foi realizada por
Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE
ou HPLC), de acordo com o protocolo descrito
por Prates et al (2002), tendo como padrões os
ácidos ferúlico e o cumárico (Sigma-Aldrich Quí-
mica, St. Louie, MO, EUA), disponíveis comerci-
almente, e o 5-5’diferúlico, gentilmente fornecido
pelo Dr. John Ralph, do Departamento de Flores-
ta da Universidade de Wisconsin-Madison, EUA.
Para o estudo dos fenólicos solúveis to-
tais, utilizou-se a metodologia empregada na de-
terminação de tanino em grãos de sorgo, através
do método Azul da Prússia, como descrito por
Magalhães et al. (1997), com algumas modifica-
ções. Nas análises, foram utilizados 150 mg de
ápices de raiz fresca por tratamento e repetição.
As raízes foram maceradas em nitrogênio líqui-
do, adicionando-se 1 mL de HCL 1% em metanol.
As leituras de absorbância foram feitas em
espectrofotômetro a A720 nm. Para a construção
da curva padrão, utilizou-se uma solução de 3
mg de ácido ferúlico comercial, dissolvido em
10 mL de HCL 1% em metanol.
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Resultados e Discussão
Pela análise de variância, observou-se que
a interação linhagem e tempo de exposição ao
alumínio foi significativa a 1% para fenólicos
totais, ácidos ferúlico e 5-5’ diferúlico e signifi-
cativa a 5%, para o ácido cumárico. Desdobran-
do-se a interação significativa, tempo dentro de
cada linhagem, verificou-se variações nas con-
centrações desses ácidos ao longo do tempo de
exposição ao alumínio para Cateto 237 (toleran-
te) e L53 (sensível), exceção feita para a concen-
tração de fenólicos solúveis totais nas raízes da
linhagem Cateto 237, cujo nível não apresentou
variações, mantendo-se aproximadamente cons-
tante nos diferentes tempos de exposição ao alu-
mínio (Figura 1). A linhagem L53, ao contrário,
apresentou decréscimo significativo na concen-
tração de fenólicos solúveis totais com o aumen-
to do tempo de exposição ao alumínio. Compos-
tos fenólicos têm várias funções importantes e
estão amplamente distribuídos por toda a planta.
Alguns deles têm sido descritos como capazes
de se ligarem a íons Al, mesmo sob condições de
acidez (Tam & McColl, 1990). Wagatsuma et al.
(2001) observaram uma melhora no crescimento
de plantas em meio contendo Al em pH 4,8, quan-
do diferentes compostos fenólicos foram adicio-
nados ao meio. Ofei-Manu et al. (2001) verifica-
ram correlação positiva e significativa entre to-
lerância ao Al e compostos fenólicos de raízes em
algumas espécies arbóreas. Na linhagem Cateto
237, as concentrações dos ácidos cumárico, ferú-
lico e 5-5‘diferúlico aumentaram em presença de
Al, mantendo-se praticamente constantes duran-
te o tempo de exposição (12 a 72 h) (Figuras 2, 3
e 4). No decorrer do período experimental, a linha-
gem L53 apresentou decréscimo na concentra-
ção do ácido 5-5’ diferúlico (Figura 4), enquanto
que, para os ácidos ferúlico (Figura 3) e cumárico
(Figura 2), após haver redução nas concentrações
FIGURA 1. Concentração de fenólicos solúveis to-
tais em raízes de linhagens de milho, Cateto 237
(tolerante) e L53 (sensível), submetidas a diferen-
tes períodos de exposição, a 39 mM de alumínio.
Para um mesmo genótipo, letras iguais acima da bar-
ra não diferem entre si, pelo teste de Student, a 5% .
FIGURA 2. Concentração de ácido cumárico em
raízes de linhagens de milho, Cateto 237 (tole-
rante) e L53 (sensível), submetidas a diferentes
períodos de exposição, a 39 mM de alumínio.
Para um mesmo genótipo, letras iguais acima da
barra não diferem entre si, pelo teste de Student,
a 5%.
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até 24 h de exposição ao Al, as mesmas voltaram
a aumentar. Os resultados observados na linha-
gem L53 podem estar relacionados a um
espessamento da raiz, em função da paralisação
do crescimento radicular. Linhagens sensíveis de
milho sob toxidez de Al (dados não mostrados)
apresentaram redução no comprimento da raiz
seminal, após 24 h de exposição a esse elemen-
to. Sugere-se que, concomitantemente à parali-
sação do crescimento radicular na linhagem sen-
sível, o aumento na concentração dos ácidos
ferúlicos e p-cumárico, a partir de 48 h sob
toxidez de Al, seria um efeito secundário, em que
esses ácidos estariam participando da
lignificação, a qual é considerada como fator res-
ponsável pela rigidez mecânica da parede celu-
lar (Fry, 1979). El-Basyouni & Towers (1964)
relatam que os ácidos ferúlicos são precursores
da biossíntese de lignina. Em gramíneas, ácidos
ferúlico e p-cumárico são encontrados como com-
ponentes da hemicelulose e ligados à parte cen-
tral da lignina na parede celular.
Conclusão
Os resultados obtidos sugerem que os
fenólicos possam ter participação nos mecanis-
mos de tolerância ao alumínio em milho, consi-
derando-se que a linhagem tolerante Cateto 237,
sob toxidez de Al, foi capaz de manter a concen-
tração de fenólicos solúveis totais e apresentou
aumento nas concentrações dos ácidos p-
cumárico, ferúlico e 5-5‘diferúlico da parede ce-
lular.
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